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lO週齢の雌SDラ ッ ト(日本クレア社)を 用い,
2009
エ ーテル麻酔 下にて無痛 的 に実験 を行 った。 無処
置 を対 照群,右 側上顎第1,第2臼 歯 および第3
臼歯 の抜歯 を行 った側 を抜 歯側群,非 抜歯側 を非
抜 歯側 群 と した。 被検 体 の対 照 群 は30匹の右 側
と し,実 験 群 は30匹と し,抜 歯 後3,5,7日 お
よび14日に下顎 骨 を採 取 した。 また採 取 の2時
間前 に50mg/kg体重の5-プ ロモデオキ シ ウ リジ
ン(Sigma社,UsA)を 抗BrdU抗 体 に よ る細
胞増殖 の評価 のた めに投 与 した。 下顎骨 を採 取後
ただち に4℃,中 性緩衝 ホルマ リンに浸漬 し,20
時 間 固 定 を行 った。 その 後,4℃,1O%EDTA
にて14日間脱 灰 し,通 法 に従 い脱 水 し下顎 骨 を
水平 的 には咬合 平面で,前 後 的には下顎切痕 最深
部 で 分割 しパ ラプ ィン包 埋 して,約5μmの 連
続 切 片 を 作 成 し た。 こ れ らの 切 片 に 対 して
Hematoxylin-Eosin(H-E)染色,Alcianblue
染色 お よび 免疫 組織化学 染色 を行 った。
2.染 色 方 法
一 般 染 色 と してH-E染 色 お よ びAlcianblue
染 色 を通 法 に従 って行 った14)。免疫 組織 化学 染色
は増 殖 マ ー カ ーの ウサ ギ 抗 ラ ッ トProliferating
cellnuclearantigen(PCNA)ポリク ロ ー ナ ル
抗体(SantaCruz社,UsA),分化マ ーカーの ウ
サ ギ抗 ラ ッ トsox9ポリク ロー ナル 抗体(santa
Cruz社,UsA),ヤギ抗 ラッ トIndianhedgehog
(Ihh)ポリ ク ロ ー ナ ル 抗 体(santaCruz社,
UsA),ウ サ ギ抗 ラ ッ トParathyroidhormone-
relatedprotein(PTHrP)ポリク ロ ーナ ル 抗 体
(santaCruz社,UsA),軟骨 基質マ ーカーの ウ
サギ抗 ラ ッ トtypeⅡcollagenポリク ローナル抗
体(メ ル ク社,日 本),ウ サ ギ抗 ラ ッ トtypeX
collagenポリクロー ナル抗 体(メ ル ク社,日 本),
増 殖 マ ー カ ー の マ ウ ス 抗 ラ ッ ト
Bromodeoxyuridine(BrdU)モノ ク ローナル 抗
体(Chemicon社,UsA)を一 次抗体 として使用
した。二次抗 体及 びス トレプ トア ビジ ン標 識ペル
オキ シダーゼは,ヒ ス トフ ァイ ンキ ッ ト(ニ チ レ
イバ イオサ イエ ンス,東 京)を 用い た。切 片 をキ
シ レンによ り脱 パ ラ フィン し,エ タノール 系列で
親 水後,内 因性ペル オキ シダーゼの活性 を阻害す
るため に3%H202に5分 間浸 漬 した。0.01mol/
Lリ ン酸緩衝 生理食塩 水(PBS,pH7.4)で洗 浄後,
(28)
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非 特 異 的発 色 を抑 えるた め に抗Ihh抗 体 の免疫
組織 化学 的 染色 に対 して は10%ウ サギ正 常 血清
-PBs(blockingbuffer,ヒ ス トフ ァイ ンキ ッ ト,
ニ チ レイ)と30分 間反応 させ た。 抗PCNA抗 体,
抗Sox9抗体,抗PTHrP抗 体 の 免疫 組 織 化 学 的
染色 に対 しては1O%ヤギ正常血清 －PBs(blocking
buffer,ヒス トファイ ンキ ッ ト,ニ チ レイ)と30
分 間反応 させ た。次 に,blockingｂufferで100倍
に希釈 した一 次抗体 と,モ イスチ ャーチ ャ ンバ ー
内 に て4℃ の も と1時 間 反 応 させ た。 反 応 後
PBsで 洗浄 し,抗Ihh抗 体 の免 疫 組織 化学 的 染
色 に対 して は二 次抗体 として ビオ チ ン標識 ウサギ
抗 ヤ ギIgG抗 体 と室 温 で10分間反応 させ た。抗
PCNA抗 体,抗sox9抗 体,抗PTHrP抗 体 の 免
疫組織 化学 的染 色 に対 しては二次抗体 と して ビオ
チ ン標 識 ヤ ギ抗 ウサギIgG抗 体 と室 温 で10分間
反応 させ た。反応 後,PBsで5分 間3回 洗浄 し,
次 いでペルオ キシ ダーゼ標識 ス トレプ トア ビジ ン
と7分 間 反応 させ た。抗typeⅡcollagen抗体,
抗typeXcollagen抗体 に対 しては,キ シ レ ンに
よ り脱 パ ラフ ィン し,エ タノール系 列 で親水 後,
2.5%ピアル ノニ ダーゼ(和 光 純薬工 業株式 会社,
日本)で1時 間処 理後,内 因性 ペル オキ シダーゼ
の活性 を阻害 す るた めに3%H202に5分 間浸漬
した。lO%ヤ ギ正 常 血清-PBs(blockingbuffer)
と30分間反 応 させ た。次 に,モ イス チ ャ ーチ ャ
ンバ ー内 にて4℃ の もと1時 間blockingbuffer
で100倍に希釈 した一 次抗 体 と反応 させ た。PBs
で洗浄 し,二 次抗体 と して ビオチ ン標識 ヤギ抗 ウ
サ ギIgG抗 体 と室 温 で10分間反応 させ た。 反応
後,PBsで5分 間3回 洗 浄 し,次 い で ペル オ キ
シダーゼ標 識 ス トレプ トア ビジンと7分 間反応 さ
せ た。抗BrdU抗 体 に対 しては2NHClに1時 間
浸 漬 し,PBsで 洗 浄 後,10%ウ サ ギ 正 常 血 清
-PBs(Olockingbuffer)と30分間反 応 させ た。次
に,モ イスチ ャーチ ャ ンバ ー 内 に4℃ で1時 間
blockingbufferでlOO倍に希 釈 した一次抗 体 と反
応 させ た。PBsで 洗浄 後,二 次抗 体 と して ビオ
チ ン標 識 ウサギ抗 マ ウスIgG抗 体 と室温 で10分
間 反応 させ た。反 応 後,PBsで 洗 浄 し,次 いで
ペル オキ シダーゼ標 識 ス トレプ トアビジ ンと7分




ア ビジ ンを反応 させ た全 て の切 片 に対 してPBs
で洗 浄後,3,3'-diaminobenzidine(DAB基質 キ ッ
ト,ニ チ レイバ イオサ イエ ンス,東 京)を 用 いて
5分 間発色 させ た。 その後,通 法 に従 い脱水,封
入 した切片 を光 学顕微鏡 にて観察 した。 なお,陰
性対照 と して一次 抗体 を省略 した後,そ れ ぞれの
二次抗 体 を反応 させ,ペ ルオキ シダーゼ標識 ス ト
レプ ト゜ア ビジ ンを反応 させ た。全 ての陰性対照群





各 切片 の 下顎 頭 中央 部 の400×400μmの領 域 に
お ける細 胞数 および面積 を計測 した。
4.統 計 処 理






か ら石灰化側 にむかって4つ の層が認め られ る
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図2 ラ ッ ト下 顎 頭 軟 骨 の 対 照 群,抜 歯側 群 お よ び 非 抜 歯 側 群 に お けるH-E染
色 所 見 。(a,d,g,j):抜歯側 群,(b,e,h,k):非抜 歯側 群,(c,f,i,1):対
照 群 。(a-c):実験3日後,(d-f):実験5日 後,(g-i):実験7日 後,(jー1):実
験14日後 。 ス ケ ール バ ー=200μm。矢 印:厚 さの 減 少 が み られ た領 域,









図4 ラ ッ ト下 顎 頭 軟 骨 の 対 照群,抜 歯 側 群 およ び 非 抜 歯側 群 に お け る アル シ
ア ン ブル ー 染色 所 見 。(a,d,g,j):抜歯側 群,(b,e,h,k):非抜 歯側 群,(c,
f,i,1):対照 群 。(a-c):実験3日 後,(d-f):実験5日 後,(g.i):実験7日 後,
(j-1):実験14日後 。 ス ケ ール バ ー=200μm。矢 印:染 色面 積 の 減 少 した領
域,矢 じり:染 色 面 積 の 増加 した領 域 。
細胞からなる。成熟層(M)で は細胞形態はさら




さの比較を図3に 示す。抜歯側群では,対 照群 と






















図6 ラ ッ ト下 顎 頭 軟 骨 の 対 照群,抜 歯 側 群 お よび 非 抜 歯 側 群 に お け るPCNA
の免 疫 組 織化 学 的 染色 所 見 。(a,d,g,J):抜歯 側群,(b,e,h,k):非抜歯
側 群,(c,f,i,1):対照群 。(a-c):実験3日 後(d-f):実験5日 後,(g-i):
実験7日 後,(j-1):実験14日後 。 ス ケ ール バ ー=200μm。矢 印:陽 性 細 胞










図8ラ ッ ト下 顎 頭 軟 骨 の対 照 群,抜 歯 側 群 お よび 非 抜 歯側 群 にお けるBrdUの
免 疫組 織 化 学 的染 色 所 見 。(a,d,g,j):抜歯 側 群,(b,e,h,k):非抜歯 側 群,
(C,f,i,1):対照 群 。(a-c):実験3日 後,(d-f):実験5日 後,(g-i):実験7
日後,(j-1):実験14日後 。 ス ケ-ル バ ー=200μm。矢 印:陽 性 細 胞数 の 減
















14日後に,増 殖層,成 熟層および肥大層 におけ
るPCNA陽性細胞数の減少が観察 された。 これ
に対 して,非 抜歯側群で は5日,7日,お よび







14日後に,増 殖層,成 熟層お よび肥大層 の軟骨
細胞におけるBrdU陽性細胞数の減少が観察 さ
(31)
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図10 ラ ッ ト下 顎頭 軟 骨 の 対 照群,抜 歯 側 群 お よ び非 抜 歯 側 群 に お け るSox9の
免 疫 組 織化 学 的 染色 所 見 。(a,d,g,j):抜歯側 群,(b,e,h,k):非抜 歯側 群,
(C,f,1,1):対照群 。(a-c):実験3日 後,(d-f):実験5日 後,(g-i):実験7
日後,(jー1):実験14日後 。 スケ ー ルバ ー=200ｵm。矢 印:陽 性 細 胞 数 の減









図12ラ ッ ト下 顎 頭 軟 骨 の対 照群,抜 歯 側 群 お よび 非 抜 歯側 群 にお け るIhhの免
疫 組 織化 学 的 染色 所 見 。(a,d,g,j):抜歯側 群,(b,e,h,k):非抜 歯側 群,(c,
f,i,1):対照 群 。(a-c):実験3日 後(d-f):実験5日 後,(g-i):実験7日 後,
(j-1):実験14日後 。 ス ケ ール バ ー=200μm。矢 印:陽 性 細胞 数 の 減 少 した
領 域,矢 じ り:陽 性 細 胞数 の増 加 した領 域 。
れた。 これに対 して,非 抜歯側群では7日,お よ



























図14ラ ッ ト下 顎 頭 軟 骨 の対 照 群,抜 歯側 群 お よび 非 抜 歯 側 群 に お け るPTHrP
の 免 疫 組織 化 学 的染 色 所 見 。(a,d,g,j):抜歯 側群,(b,e,h,k):非抜 歯
側 群,(C,f,1,1):対照群 。(a-c):実験3日 後,(d-f):実験5日 後,(g-i):
実 験7日 後(jー1):実験14日後 。 ス ケ ール バ ー=200μm。矢 印:陽 性 細胞










図16ラ ッ ト下顎 頭 軟 骨 の対 照 群,抜 歯側 群 お よ び非 抜 歯 側 群 に お け るtypeII
co11agenの免 疫 組 織化 学 的 染色 所 見 。(a,d,g,1):抜歯 側 群,(b,e,h,k):
非 抜 歯側 群,(c,f,i,1):対照群 。(a-c):実験3日 後,(d-f):実験5日 後,(g-i)
:実験7日 後,(j-1):実験14日後 。 ス ケ ール バ ー=200μm。矢 印:染 色 面
積 の 減 少 した領 域,矢 じり:染 色 面 積 の 増加 した領 域 。
図17 ラッ ト下顎 頭軟 骨 の対照 群,抜 歯側 群
お よび 非 抜 歯 側 群 に お け るtype皿
collagen染色 面積 の 比 較。 ★:p<0.01。
対 照 群 と比 較 して,抜 歯側 群 で は,
3日,7日,お よ び14日後 に,type
豆co1lagenの染 色 性 の 減 少 が観 察
さ れ た。 非 抜 歯 側 群 で は14日後 に
typeⅡcollagenの染 色 性 の 増 加 が
観 察 され た。
歯側群では,3日,5日,お よび7日 後に,増殖
層 および成熟層 の軟骨細胞におけるIhh陽性細
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図18ラ ッ ト下顎 頭 軟 骨 の対 照 群,抜 歯 側 群 お よび 非 抜 歯側 群 にお けるtypeX
collagenの免 疫組 織 化 学 的 染色 所 見 。(a,d,g,1):抜歯側 群,(b,e,h,k):
非 抜 歯側 群,(c,f,i,1):対照群 。(a1c):実験3日 後,(d-f):実験5日 後,(g-i)
実 験7日 後,(j11):実験14日後 。 スケ ー ル バ ー=200μm。矢 印:染 色 面
積 の 減 少 した領 域,矢 じ り:染 色 面積 の増 加 した領 域 。
図19 ラット下 顎頭 軟 骨の対 照群,抜 歯 側 群
お よ び 非 抜 歯 側 群 に お け るtypeX
co11agen染色 面 積 の 比 較 。★:p<0.01。
対 照群 と比 較 し て,抜 歯 側 群 で は,
3日,5日,7日,お よ び14日後 に,
TypeXcollagenの染 色性 の 減 少 が
観 察 され た。 非 抜 歯側 群 で は14日後
に肥 大 層 の 軟 骨 基 質 に お け るType
Xcollagenの染 色 性 の 増 加 が 観 察
さ れ た。




日,7日,お よび14日後 に,成 熟層,お よび肥
大層の軟骨基質におけるtypeIIcollagenの染色









お よび14日後 に,肥 大層 の軟骨 基質 にお け る
TypeXcollagenの染色性 の減少が観察 された。







比較 して,抜 歯側では3日 目か ら軟骨層の厚 さ,
PCNA,BrdU,Ihh,PTHrP,Sox9の発 現,お
よび軟骨 基質合成 は減少 を示 し,一 方,非 抜歯側
で は例 外 として,5日 目のAlcianblue染色,5
日 目のPCNA,3日 お よび5日 目のBrdUの 発
現 は減少 して いたが,7日 目か らは軟 骨層の厚 さ,
PCNA,BrdU,Ihh,PTHrP,sox9の発 現,お






































することにより,抜歯側群では,対 照群 と比較 し
て,3日,5日,お よび7日 後に軟骨層の厚 さに
減少が認められた。 これに対 して非抜歯側群では,
7日,お よびi4日後に軟骨層 の厚 さに増加が認
め られたことから,機械的負荷の変化によって抜
歯側においては,細 胞の分化,増 殖および軟骨基
質が減少 した結果 として,軟 骨層の厚 さの減少が
起 き,逆 に非抜歯側においては,細 胞の分化,増
殖および軟骨基質の増加 した結果として,軟 骨層












合は中期Gl期で最 も低 く,後期G1期中に増加 し,
中期s期 に最大になり,そ の後,後 期S期 中に









促進 され,PCNA陽性細胞 は増殖 している細胞
として検出され ることが示 された。 また,BrdU
はハロゲン化 ピリミジンの一種でチ ミジンの類似
物質であるため,チ ミジンの代わ りにDNA合 成
















14日後に,増 殖層,成 熟層および肥大層 におけ
るPCNAおよびBrdU陽性細胞数の減少が観察
された。これに対 して,非 抜歯側群では7日,お






















副 甲状腺 ホルモ ン関連 タンパ ク質(PTHrP)と





状態 に保つ ことによって さらなるIhhの発現を











械的負荷 に反応 して,増 殖層の間葉細胞および軟
骨芽細胞 においてIhhの発現が増加 し,問 葉細
胞の分化が促進 されることを示 している。また,
副甲状腺ホルモ ン関連 タンパ ク質(PTHrP>は,
(36)
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にす る ことを示 唆 して いる15)。またPTHrPは
Sox9の転写 を上昇調節42)し,下顎頭において問
葉細胞から軟骨芽細胞への分化の促進を引き起こ
す15)ことが報 告 されている。転写 因子sox9は,
HMGboxDNA結合 タ ンパ ク のSry-related









間後から認め られた46)ことが報告 され,こ のこと
か ら機械的負荷 の減少 とSox9の発現の増加が一
致することが示 された。 さらに,下 顎前方移動装
置を装着 した場合では実験5日 後に増殖層の軟骨
細胞に最 も強い発現が観察 され,実 験7日 後に成




3日,5日,お よび7日 後に,増 殖層および成熟
層の軟骨細胞におけるIhhおよびPTHrP陽性細






後に,増 殖層 および成熟層の軟骨細胞 における
sox9陽性細胞 数の減少が観察 された。これに対




現の減少に引 き続 き,Sox9の発現が減少 した結
果,問 葉細胞 から軟骨芽細胞への分化は抑制 され,
反 対 に非 抜 歯 側 で は7日 目か らIhhおよ び
PTHrP発現の増加に引き続 き,Sox9の発現が増




































びtypeⅡcollagenのmRNA量が増 加 す る58)こ
とが示 され た。そ して長期 の静 的な圧 縮力 はアグ
リカ ンお よびtypeIIcollagenのmRNA量を減
少 させ る59)ことが報告 され てい る。 また,ラ ッ ト
に下 顎前 方 移動 装 置 を装 着 した結 果,実 験21日
後 に肥 大 層 に存 在 す る軟骨 基 質 に おい て著 明 に
typeXcollagenの発現 が増加 し60,61),実験l4日後
にtypeXcollagenのmRNA量が著 明 に増加 す
る61,62)ことが報告 され てい る。 これ らの ことよ り
機械 的刺激 が軟 骨基質 の合成 に影 響 を与 える こと
が 示 唆 され た。 よ っ て 本 研 究 に お け るAlcian
blue染色 の結 果 で は,対 照 群 におい て,肥 大 層
にお ける軟骨 基質 に染色性 が認 め られ た。抜 歯側
群 で は,3日,5日,お よび7日 後 に染色面 積の
減 少が認 め られ た。 これ に対 して非抜歯側群 では,
7日 後 に染 色面 積の増 加 が認 め られ た。TypeⅡ
collagenの結果で は,対 照群 では,成 熟層,お よ
び肥大層 の軟骨基質 にその発現 がみ られ た。抜歯
側群で は,3日,7日,お よび14日後 に,成 熟層,
お よ び 肥 大 層 の 軟 骨 基 質 に お け るtypeⅡ
collagenの染色面 積の減少 が観 察 され た。 これ に
対 して,非 抜歯 側 群 で は14日後 の成 熟層,お よ
び肥大層 の軟骨基 質にお けるtypeIIcollagenの
染色面積 の増加 が観察 され た。TypeXcollagen
の結果か ら,対 照群 で は,肥 大 層の軟骨基 質 にそ
の発現がみ られた。抜歯側群では,3日,5日,
7日,お よび14日後 に,肥 大層 の軟骨基質 にお
けるTypeXcollagenの染色面積の減 少が観察















骨層 の反応 の概略図を図20に示 す。軟骨層の厚
さは,対照群 と比較 して,抜歯側では7日 後をピー
クとして菲薄化が認め られ,l4日後では若干 の
回復傾向を示 した。非抜歯側では7日 後をピーク
として軟骨層の肥厚 が認め られ,;4日後 におい
て もその傾向が継続 していた。軟骨細胞の分化,
増殖 も同様 に,抜歯側,非 抜歯側共に7日 後を中
(38)
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心 として変化がみ られた。片側臼歯抜歯による顎
関節 に対す る機械的負荷の変化 によって,Ihh,






よびsox9の発現 が減少 した結果,細 胞の分化,
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